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AGENT IMMUNOSTIMULANT 



La presente invention a pour objet un agent immunostimulant et un procede de preparation d'un tel 
agent ainsi qu'une utilisation de cet agent eVou de ce procede dans le domaine des laits fermentes. 

On connaTi un proced^ de preparation d'un agent anticarcinog^ne, dans lequel on cultive un 'actobacil- 
le, notannment le Lactobacillus bulgaricus. on Thydrolyse avec une enzyme proteolytique et i'on extrait de 
I'hydrolysat un produtt riche en prot^ine et en acide ribo-nucl^lque qui presente une activite anticarcinoge- 
ne. 

On connalt par ailleurs un proced^ de preparation d'un produit di^tetique h base de lait pour les 
enfants, dans lequel on suppl6mente un lait. acidifie par Lactobacillus acidophilus, avec des oligo^Iements, 
des vitamines et une solution de lysozynrie. Ce dernier est sens§ remplacer le lysozyme present dans le lait 
matemel et ameilorer la conservation, le goOt et la texture de ce produit di^t^tlque. 

La presente invention a pour but de proposer un agent immunostimulant efficace. obtenable ^ partir 
d'une bacterie lactique. et particulierement indique pour une utilisation dans le domaine des laits fermentes. 

A cet effet I'agent immunostimulant seion la presente invention comprend des N-acetyl-muramyl- 
peptides derives par hydrolyse avec du lysozyme de peptidoglycanes de la paroi cellulaire de bacteries 
lactiques sensibles au lysozyme, nbtamment de Lactobacillus bulgaricus. 

De nf>eme, dans le procede de preparation d'un agent immunostimulant selon la presente invention, on 
hydrolyse avec du lysozyme les peptidoglycanes de la paroi cellulaire de bacteries lactiques sensibles au 
lysozyme, notamment de Lactobacillus bulgaricus. pour en derlver des N-acetyl-muramyl-peptides. On a 
constate en effet qu'un tel agent presente un effet stimulant remarquable de la reponse immunitaire. 
notamment de la reponse immunitaire aux bacteries enteropathogenes gram negatives, telles qu'Exoli par 
exemple. 

Un tel agent se prete particulierement bien h une utilisation dans un lait femnente. notamment dans un 
yogourt ou dans un produit lactoserique. 

De meme. un tel procede se prete bien a une utilisation, autrement dit peut etre directement realise 
dans le cadre de la preparation d'un lait fermente, notamment d'un yogourt, ou dans la preparation d'un 
produit lactoserique. 

La presente invention s'etend done egalement a ces utilisations. 

Dans le present expose. I'effet immunostimulant du present produit est estime de maniere qualitative 
sur le module de ta souris. On sait que. si ies resultats de tels essais ne sent pas directement 
transposables a I'homme. ils n'en foumissent pas moins des indications utiles. 

Dans le present expose egaiement, I'expression "bacteries lactiques sensibles au lysozyme" est 
utilisee dans le sens de bacteries lactiques dont la paroi cellulaire comprend des peptidoglycanes 
hydrolysables par le lysozyme. autrement dit degradables en N-acetyl-muramy!-peptides sous Taction du 
lysozyme. 

Pour mettre en oeuvre le present procede. on peut utiliser une culture ou une suspension pure de 
bacterie lactique sensible au lysozyme, ou une culture ou une suspension mixte compr^ant des bacteries 
sensibles et non sensibles au lysozyme. On peut notamment utiliser une culture pure de Lactobacillus 
bulgaricus ou une culture mixte de Lactobacillus bulgaricus et de Streptococcus thermophilus, autrement dit 
une culture de yogourt, telle qu'cMi en trouve dans le commerce, par exemple. 

On peut utiliser en particulier une culture ou un© suspension contenant 10^-10^^ cellules de bacterie 
lactique sensible au lysozyme par ml. Pour produire une quanti^ cfesiree de cellules en concentration 
suffisante, on peut inoculer un mifieu de culture adequat avec une culture d'ensemencement de ladite 
bactirie et incuber k une temperature et a un pH favorables a la croissance de la bacterie, durant un temps 
suffisant pour retablir dans le milieu de culture une concentration de cellules comparable a celle de la 
culture d'amorgage. Ledit milieu de culture adequat peut etre un milieu lacte. tel qu'un lait de vache ecreme 
ou non, un lactoserum, un permeat d'ultrafiltration, ou un milieu synthetique, par exemple. 

On utilise de pr^Mrence une culture de L.bulgaricus. Pour la preparer, on peut inoculer un lait de vache. 
ou un milieu synthetique tel que le milieu MRS (Difco). par exemple. avec une culture d'ensemencement de 
ce microorganisme et incuber durant 3-6 h a 37-45 'C. Si I'on incube durant moins de 3 h ou ^ moins de 
37 0, on risque de demeurer dans la phase dite latente. autrement dit la phase de demarrage de la 
multiplication du microorganisme. ou de ne pas §tre assez longtemps engage dans la phase dite 
exponentielle, autrement dit la phase de multiplication exponentielle du microorganisme. 

Par centre, si I'on incube durant plus de 6 h. on risque d'entrer dans la phase stationnaire. autrement 
dit la phase oD la multiplication du microorganisme cesse et au cours de laquelle la composition de la paroi 
cellulaire peut se nnodifier de maniere defavorable. Enfin. au-dela de 45*0 la temperature n*est plus 
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favorable k la croissance de Lbuigaricus. 

On realise done ladrte hydrolyse avec du lysozyme. Celui-ci peut provenir de toute source adequate, 
notamment de la presure. en particulier de la presure de ruminant (surtout bovin). ou du blanc d'oeuf. sous 
forme pure ou non. Dans une forme d'execution particuliere du present proced^. on utilise en effet la 
5 presure elle-m§me, sans en avoir separe le lysozyme. 

On peut realiser Thydrolyse desdits peptidoglycanes de la parol celiulaire desdites bactenes lactiques a 
15 -37* C, durant 1-48 h. de pr6f§rence 12-24 h, k Taide de 1-500 ug de lysozyme par ml d'une culture 
contenant 10^ -10^° cellules de ces bactenes par ml, par example, a un pH favorable a inaction du 
lysozyme utilise. Ce pH est d'environ 4-6 pour un lysozyme de presure et d'environ 6-8 pour un lysozyme 
10 de blanc d'oeuf. par exemple. 

Pour realiser les utilisations selon la presents invention, on peut d'une part ajouter le present agent, tel 
quel ou sous forme d'extrait aqueux. a un lait fermente tel qu'un yogourt liquide ou brasse, ou a un produit 
lactoserique tel qu'une boisson k base de lactoserum. La quantite d*agent ajoute peut correspondre a la 
quantity de N-ac§tyl-muramyl-peptides derives des parois de 10^ -10^° cellules de bactenes lactiques 
75 sensibles au lysozyme. par ml dudit lait fermente ou dudit produit lactosenque, par exemple. 

On peut d'autre part realiser ladite hydrolyse dans un lait fermente. notamment par L.bulgancus seul ou 
en combinaison avec S.thermophilus. ou dans un lactoserum, par exemple. Dans le cas du lait fermente. on 
peut ajouter le lysozyme dans le lait avant, pendant ou apres sa fermentation, a raison de environ 1-500 g 
de lysozyme par ml de lait. par exemple. Dans le cas du lactoserum, on peut lui ajouter lesdites bactenes 
20 sensibles au lysozyme. on peut meme, le cas echeant, les y cultiver. et on peut ajouter. si necessaire. du 
lysozyme. 

Les exempies ci-apres sent presentes a titre d*illustration de la presente invention. Les pourcents y sent 
donnes en poids. sauf indication contraire. 

L'effet immunostimulant. autrement dit I'effet stimulant de la reponse immunitaire, est estime par 
25 I'intermediaire d'une determination de concentrations en anticorps specifiques, sur la souns, par le test 
ELISA. 

Ce dernier test, bien connu de Thomme du metier, consiste a doser une enzyme marquant un anti- 
anticorps qui se lie a un anticorps specifique d'une immunogtobutine. telle que IgG. IgM ou IgA. qui se lie a 
un antigene, tel qu'un antigdne bacterien, par exemple. lui-meme fixe sur un support insoluble en milieu 
30 aqueux. 

Exemple l 

On prepare un milieu de culture synth^tique, consistent en un milieu MRS (Difco Lab.. USA) modifie. 
35 pr§sentant la composition suivante (exprim^e en g de matiere seche par litre de milieu): 



hydrolysat de proteines 


10 


extrait de viande 


10 


extrait de lev\ire 


5 


glucose 


20 


lactose 


10 


emulsif iant 


1 


citrate d'curanonium 


2 


acetate de sodium 


5 


MgSO^ 


0,1 


MnSO^ 


0,05 


K^HPO^ 


2 



55 

Ce milieu de culture synthetique presente un pH de 6.5. On le sterilise durant 15 mm a 121*C- On 
rinocule avec une culture d*ensemencement de Lactobacillus bulgaricus. en Toccurence une culture du 
Lbuigaricus NCDO 1489 <National Culture of Food Bacteria, AFRC Institute of Food Research. Reading 
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Laboratory. Shinfield. Reading. RG2 9AT UK). 

On incube ^ 40* C durant 6 h. On separe la biomasse, on la lave et on la separe en deux parties A et 
B. On met la partie A en suspension dans un tampon phosphate 0.02 M a pK 7 et la partie B en suspension 
dans un tampon acetate 0.01 M a pH 5. a raison de 2.1 0^ cellules du microorganisme par mi. 

On hydrolyse les cellules de Lbulgaricus de la suspension A avec un lysozyme de blanc d'oeuf du 
commerce (Calbiochem. Allemagne federate). On hydrolyse les cellules de Lbulgaricus de la suspension B 
avec un lysozyme de presure extrait et purifie comme decrit par J.J.Pahud et al. dans Biochem J.201 661- 
664(1982). ' ' 

Pour ce faire, on ajoute 16 ug de lysozyme par ml de suspension et Ton incube a 25'C, durant 18 h. 
On centrifuge et on filtre le surnageant sur une membrane pr^sentant des pores de 0,45 um de diam^tre. 

On obtient ainsi deux agents immunostimulants A et B, sous fonme de solutions steriles ou extiaits 
contenant ies N-acetyhmuramyl-peptides derives, par hydrolyse avec du lysozyme de blanc d'oeuf (A) ou 
de presure (B), des parois cellulaires de 2.1 0^ cellules de Lbulgaricus par ml. 

On ^/erifie I'effet immunostimulant de ces agents A et B sur la souris d© race "Swiss white" (Tuttlingen. 
Allemagne federate), selon le protocoie experimental suivant: 

Six groupes numsrotes de 1 a 6 comprenant chacun 6 souris de 18-20 g regoivent une diete normale 
et de I'eau h volonte. A compter du debut de rexperience au jour dit 0. on precede a des intubations orales 
aux jours 1. 3, 5. 15, 17. 19 et 30. La diete et I'eau sent retirees aux souris 3 h avant chacune de ces 
intubations et retablis immediatem^t apres. Des sera sont preleves des souris aux jours 0, 29 et 40 Un 
lavage intestinal est pratique au jour 40. 

Chaque intubation oraie est reaRsee avec une dose de 0,5 ml par souris. La composition de ces doses 
est la meme pour les souris du m§me groupe, mais elle vane de groupe en groupe conformement au 
tableau I ci-apres. Dans ce tableau, la rubrique "vaccin" indique que I'on a mis en suspension, par dose 
5.109 cellules d'Eschericia coii 0111:K58 dont une moitie ont ete inactivees durant 1 h a 100*0 et Tautre 
moitie ont ete inactivees avec une solution de giutaraidehyde h 0.05% (Hilpert et a!.. Food and Immunolo- 
gy, 1977. Ed.L.Hambraeux. LA.Hanson. H.Mc Farlane. Swedish Nutrition Foundation Symposium XIII, 182- 
196). Les iettres CT designent la toxine du cholera, un agent immunostimulant bien connu de I'homrne du 
metier. 

L'expression "eau physiologique" design© de I'eau distillee contenant 0,9% de NaCI. 



TABLEAU I 



Groupe 


Liquide de base 


Substances 


ajoutees 










NaHCo^ 


autres 










% 








1 


eau physiologique 


3 








2 


n 


3 




1/ig 


CT 


3 


tt 


3 


vaccin 






4 


Tf 


3 


vaccin 




CT 


5 


agent A 


3 


vaccin 




6 


agent B 


3 


vaccin 







On determine par le test ELISA la concentration en anticorps IgQ et IgM des sera, ainsi que la 
concentration en anticorps IgG et IgA des fluides de lavage intestinaux pr6lev6s des souris. Le tableau N 
ci-dessous pr^sente les valeurs relatives obtenues. Les chiffres 1ndlqu4s sont une moyennne g^om^trique 
des valeurs d^termin^es pour chacune des six souris d'un m§me groupe. Les asterisques indiquent que 
pour les chiffres ainsi marques, la probability que Ton fasse erreur en pr^tendant qu'il sont diff§rents du 
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chiffre correspondant (meme colonne) du groupe 3 (temoin. souris qui n'ont regu que le vaccm seul) est 
inferieure a 5%. En d'autres termes. pour les chiffres marques d*une asterisque. la valeur "p". determmee 
par analyse de variance unilaterale.est plus petite que 0.05. 

TABLEAU II 



Groupe ex sera: ex fluide 

'0 intestinal: 





IgG 






IgM 


IgG 


IgA 




j29 


j40 


j29 


j40 


j40 


j40 


1 


69 


57 


36 


39 


8 


8 


2 


96 


94 


25 


80 


10 


11 


3 


189 


489 


31 


83 


11 


18 


4 


572* 


759 


113 


123* 


13 


24 


5 


525* 


828 


104 


141* 


18 


53* 


6 


397* 


1362* 


39 


45 


24* 


72* 



30 On constate done que les sera preleves aux jours 29 et 40 pr^sentent une augmentation d'un facteur 
de environ 2-3 de la concentration en anticorps IgG pour les souris ayant regu le vaccin et les agents A ou 
B (invention, groupes 5 et 6) ou CT (comparaison, groupe 4). par rapport aux souris qui n'ont regu que le 
vaccin seul (temoin. groupe 3). Uaugmentation de la concentration en anticorps IgM n© se constate par 
centre que pour I'agent A (Invention, groupe 5) et CT (comparaison. groupe 3). 

35 La concentration en anticorps IgG et IgA dans les fluides intestinaux des souris ayant regu le vaccin et 
les agents A ou B (invention, groupes 5 et 6) pr^sente ^galement une augmentation tr§s nette par rapport a 
celle des fluides intestinaux des souris ayant regu le vaccin seul (temoin. groupe 3). 

Exemple 2 

40 

On prepare une biomasse de Lbulgaricus de la manidre decrite a Texemple 1. On la met en 
suspension dans un tampon acetate 0,01 M a pH 5, a raison de 1.6.10^ cellules du microorgamsme par ml. 

On ajoute h cette suspension 1% de presure liquide contenant 4% de lysozym© (Laboratoire Presure 
Granday. Beaune. France). On incube sous leg^re agitation durant 18 h a 25* C. On centrifuge et on filtre le 
45 surnageant sur une membrane ^ pores de 0.45 am de diametre. 

On obtient air^l un agent immunostimulant C sous forme de solution sterile ou extrait contenant les N- 
acetyl-muramyl-peptides derives, par hydrolyse avec du lysozyme de presure. sous forme de la presure 
elle-meme. des parois ceilulaires de 1.6.10^ cellules de L.bulgaricus par ml. 

On verifie Teffet immunostimulant de cet agent 0 sur la souris de race "Swiss white" de maniero 
50 semblable k celle decrite a Texemple 1, a Texception du fait que Tagent immunostimulant n'est par 
administr§ aux souris par intubation, mais qu'il est ajoute a I'eau dont elles s*abreuvent librement. a raison 
de 1 partie d'agent pour 50 parties d'eau. Durant toute Texperience. on met 10 ml de lipide par 24 h a 
disposition des souris dont le besoin quotidien est d'environ 4-7 ml. 

Quatre groupes de six souris chacun. numerotes de 1-4. regoivent une di^t© normale. Deux de ces 
55 groupes regoivent de Teau physiologique a volonte. Les deux autres regoivent de Teau physiologique a 
laquelle on a ajoute I'agent immunostimulant C. En outre, les souris de deux de ces groupes regoivent 
^galement un vaccin d'E.coIt F>ar intubation orale. de maniere semblable a celle d^crrte au protocote 
experimental de Texemple 1. Le tableau 111 ci-apres resume ce programme d*alimentation etou de 
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vaccination des souris des differents groupes. 



TABLEAU III 

Groupe Liquide 



Intubation 



10 



15 



1 

2 
3 
4 



eau physiologique 
eau physiologique + agent C 
eau physiologique + agent C 
eau physiologique + agent C 



vaccm 
vaccin 



20 



On determine par le test ELISA la concentration en anticorps IgG et IgM des sera, ainsi que la 
concentration en anticorps IgA des fluides de lavage intestinaux preleves des souris. Le tableau IV ci- 
dessous presente les valeurs relatives obtenues. 



TABLEAU IV 



25 



Groupe 



ex sera 



ex f luide 
intestinal 



30 



IgG 



IgM 



IgA 







j29 


j40 


j29 


j40 


j4( 


35 
















1 


77 


68 


54 


101 


2 




2 


96 


78 


37 


66 


3 




3 


1427 


1213 


71 


94 


25 


40 


4 


2365 


3180* 


219* 


360** 


31 




* 


valeur "p" = 


0,065 








45 


** 


valeur "p" = 


0,014 









50 



On constate done que les sera prele^/es aux jours 29 et 40 presentent une augmentation d'un facteur 
de environ 2-3, vcMre davantage. de la concentration en anticorps IgG et IgM pour les souris ayant regu le 
vaccin et ayant bu une eau additonnee de I'agent C (invention, groupe 4), par rapport aux souris qui n'ont 
regu que le vaccin seul (temoin, groupe 3). Par contre, on ne voit guere de difference entre les 
concentrations en anticorps IgA pour les souris de ces groupes 3 et 4. 

Exemple 3 

55 On inocule un lait de vache avec 3% en volume d'une culture d'ensemencement pure du commerce, 
contenant environ 10^ cellules de Uctobacillus bulgaricus par ml. On incube 5 h a 40 'C. On obtient une 
culture pure de Lbulgaricus contenant environ 10^ cellules de ce microorganisme par ml et oresentant un 
pH de 4.6. 
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On ajoute a la culture 20 ug/ml de lysozyme de presure. On incube durant 12 h a 25* C. 
On obtient ainsi un agent immunostimulant contenant par ml les N-acetyl*muramyl-peptides derives, par 
hydrolyse avec du lysozyme de presure, des peptidogly canes des parois de 10^ cellules de L.bulgaricus. 

5 Exemple 4 

On precede de la maniere decrite a Texemple 3, jusqu'a I'obtentlon de la culture pure de L.bulgaricus. 
On ajoute h la culture 1% de presure liquide contenant elle-meme environ 4% de lysozyme. On incube 
durant 8 h a 20* C. 

10 On obtient ainsi un agent immunostimulant contenant par ml les N*acetyl-muramyl-peptides derives, par 
hydrolyse avec le lysozyme de la presure. des peptidoglycanes des parois de 10^ cellules de L.bulgancus. 

Exemple 5 

75 On inocule un lait de vache avec 5% en volume d'une culture d'ensemencement mixta contenant. par 
ml, environ 5.10^ cellules de Lactobacillus bulgaricus et environ 2.10^ cellules de Streptococcus thermophr- 
lus obtenues a partir de cultures du commerce. On incube ^ 43*C durant 3 h. On obtient un yogourt 
contenant environ 2.10^ cellules de L.bulgaricus et environ 10^ cellules de S.thermophilus par mL 

On ajoute ^ ce yogourt 50 ug de lysozyme de presure par ml. On incube 12 h a 25° C et Ton refroidit 

20 a 4*0. 

On obtient ainsi un produit du type yogourt presentant les proprietes d*un agent immunostimulant 
contenant par ml les N-acetyl-muramyl-peptides derives, par hydrolyse avec du lysozyme de presure. des 
peptidoglycanes des parois de 2.10^ cellules de L.bulgaricus. 

25 Exemple 6 

On procede de la maniere decrite a I'exemple 5, jusqu'a I'obtention du yogourt. On ajoute a ce yogourt 
1% de presure liquide contenant 4% de lysozyme. On laisse incuber 24 h a 25* 0. 

On obtient ainsi un produit du type yogourt presentant les proprietes d'un agent immunostimulant 
30 contenant par ml les N-acetyl-muramyl-peptides derives, par hydrolyse avec du lysozyme de presure. des 
peptidoglycanes des parois de 2.10^ cellules de Lbulgaricus. 

Exemple 7 

35 On centrifuge le produit obtenu k rexemple 6 et Ton recueille le lactoserum. Celui-ci represente lui- 
meme un agent immunostimulant riche en N-ac§tyl-muramyl-peptides derives, par hydrolyse avec du 
lysozyme de presure, de peptidoglycanes de parois cellulaires de L.bulgaricus. 

Exemple 8 

40 

On tnocule un lactoserum doux de fromagerie avec une culture d'ensemencement de Lactobacillus 
bulgaricus. On incube 6 h ^ 42 * C. 

On refroidit h 25* C. On ajoute 1% de presure contenant elle-meme 4% de lysozyme. On incube 18 h 
h 25*0. 

45 On obtient un agent immunostimulemt riche en N-acetyl-muramyl-peptides derives, par hydrolyse avec 

du lysozyme de presure. de peptidoglycanes de parois cellulaires de L.bulgaricus. 



Revendications 

50 

1. Agent immunostimulant. comprenant des N-acetyl-muramyl-peptides derives, par hydrolyse avec du 
lysozyme, de peptidoglycemes de la paroi cellulaire de bacteries lactiques sensibles au lysozyme. 

2. Agent selon la revendication 1. dans loquel ladite bacterie sensible au lysozyme est le Lactobacillus 
55 bulgaricus. 

3. Agent selon la revendication 1, stimulant de la reponse immunitaire aux bacteries entero-pathogenes 
gram-n§gatives. 
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4- Agent selon ta revendication 1. stimuiant de la reponse immunitaire h E.coli. 

5. Precede de preparation d'un agent immunostimulant, dans lequel on hydrolyse avec du lysozyme les 
peptidoglycanes de la parol cellulaire de bact^ries lactiques sensibles au lysozyme, pour en deriver 
5 des N-acetyl-murarDyl-pepti'des. 

6- Procede selon la revendication 5. dans lequel ladite bacterie lactique sensible au lysozyme est le 
Lactobacillus bulgaricus. 

70 7. Procede selon la revendication 5. dans lequel le lysozyme est un lysozyme de presure. sous forme 
purifiee ou sous forme de la presure elle-meme. 

a Proc^d^ selon la revendication 5. dans lequel le lysozyme est un lysozyme de blanc d'oeuf. 

75 9- Procede selon la revendication 6. dans lequel. pour preparer des cellules de Lbulgaricus a hydrolyser. 
on inocule un lait de vache ou un milieu de culture synthetique avec une culture d'ensemencement de 
ce microorganisme. et I'on incube durant 3-6 h ^ 37-45** C. 

10. Procede selon la revendication 5. dans lequel on realise Thydrolyse a 15-37'c. durant 1-24 h. a I'aide 
20 de 1-500 ug de lysozyme par mi d'une culture contenant 10^-10''» cellules de bacterie ' lactique 

sensible au lysozyme par ml. 

11. Utilisation d'un agent immunostimulant selon la revendication 1. dans un lait fermente. notamment dans 
un yogourt. ou dans un produit lactosenque. 

25 

12. Utilisation du procede selon la revendication 5. dans la preparation d'un lait fermente, notamment d'un 
yogourt. ou dans la preparation d'un produit lactoserique. 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 
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